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1 乳酸 链球 菌 素 对 腹泻 小 鼠 言 肠 菌 群 结构 及 脂 代 谢 的 影响 


2 WSR) 王 纯洁 ? MAE 斯 木 吉 德 ! 吉米 斯 ! 刘 dk! Dk d! GE 克 ! GAB 


3 格 乐 


4 (1. 内 蒙古 农业 大 学 动物 科学 学 院 ， 呼 和 浩特 010018; 2. 内 蒙古 农业 大 学 兽医 学 院 ， 呼 和 浩 


5 特 010018) 

6 Ñ 要: 本 试验 由 在 研究 乳酸 链球 菌 素 Nisin) 对 腹泻 小 鼠 盲 肠 菌 群 结构 和 脂 代谢 的 影响 。 
7 ”选择 7~9 周 龄 无 特定 病原 体 (SPF) 级 50 只 小 鼠 〈 雌 雄 各 占 112)， 随 机 分 成 5 组 ， 分 别 为 
8 ”空白 对 照 组 、 阴 性 对 照 组 、 环 丙 沙 星 组 、 氮 未 青霉素 组 及 Nisin 组 。 除 空白 对 照 组 小 鼠 腹 腔 
9 “注射 等 量 灭 菌 生理 盐水 外 ， 其 余 各 组 小 鼠 连续 3 d 腹腔 注射 致 病 性 大 肠 杆 菌 (E.coli) O1 


10 — 3 (2.50x10! CFU/mL) 0.2 mL/ 只 构建 小 鼠 腹 泻 模型 。 连 续 注 射 3d 后 ， 空 白 对 照 组 和 阴性 


11 “对 照 组 灌 骨 灭 菌 生 理 盐水 ， 其 他 组 灌 骨 对 应 物质 ， 每 天 2 次 ， 每 次 0.3 mL, AER 15 d。 


12 58 15 KHER 2 h 后 采样 ， 采 用 高 通 量 测序 技术 对 小 鼠 盲 肠 内 容 物 中 细菌 结构 测序 分 析 ， 通 
- 13 ”过 酶 联 免疫 吸附 测定 (ELISA) 法 对 小 鼠 血 清 、 空 肠 、 回 肠 和 脑 组 织 中 金属 肽 酶 含 血小板 反 
= 14 应 蛋白 ADAMTSD、 总 胆固醇 CTC) RISE INS) MALT RL. ARER: 与 阴性 
Y 15 ”对 照 组 相 比 ，Nisin 使 小 鼠 血 清 、 回 肠 和 脑 组 织 中 ADAMTS1 的 含量 和 回肠 中 INS 的 含量 显 


16 ” 著 降 低 (P<0.05)， 血 清 、 空 肠 和 脑 组 织 中 TC 的 含量 显著 增加 (P<0.05)， 并 使 小 鼠 各 阶段 


17 ”的 体重 显著 增加 (P<0.05)。Nisin 组 小 鼠 育 肠 菌 群 丰富 度 最 高 (ACE 指数 =2 469.54, Chaol 


18 ”指数 =3 340.29) 且 多 样 性 最 高 (Shannon 指数 =7.56)， 而 阴性 对 照 组 则 最 低 。Nisin APPR 


— 
No 


门 (Verrucomicrobia)、 蓝 细菌 门 (Cyanobacteria)、 拟 杆菌 门 (Bacteroidetes) 及 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) 


20 ”为 优势 菌 门 。 阴 性 对 照 组 中 放 线 菌 门 (Actinobacteria)、 芽 单 胞 菌 门 (Gemmatimonadetes)、 变 
21 ” 形 菌 门 (Proteobacteria) 及 拟 杆菌 门 为 优势 菌 门 。 由 此 得 出 ，Nisin 可 提高 盲肠 菌 群 多 样 性 ， 降 
22 ” 低 血 清 、 回 肠 和 脑 组 织 中 ADAMTSI1 的 含量 和 回肠 中 INS 的 含量 ， 增 加 血清 、 空 肠 和 脑 组 


23) AY TC 的 含量 ， 从 而 影响 腹泻 小 鼠 谨 肠 菌 群 结构 及 脂 代 谢 。 
24 ”关键 词 ， 乳酸 链球 菌 素 ， 肠 道 菌 群 ， 脑 - 肠 ;， 金 属 肽 酶 含 血小板 反应 蛋白 1; 高 通 量 测序 
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ZN 


而 脂 


多 糖 


增加 


Wea 


ELS Ml 5) RF RUP mA. 3E 


年 来 ， 研 究 发 现 ， 肠 


代谢 的 紊乱 严重 影响 了 上 肠 道 菌 群 的 结构 中 。 


是 必 不 可 少 的 ， 并 发 现 与 无 菌 饲养 相 比 ， 正 常 饲养 使 小 鼠 体 内 脂肪 量 增加 60%， 胰 岛 


un 


键 因 子 。 


6。 乳 酸 乳 球菌 可 用 于 治疗 炎症 性 肠 病 、 溃 疡 性 结肠 炎 、 腹 泻 、 乳 糜 泻 、 变 态 反 应 和 口 


膜 炎 等 -717。 致 病 性 大 肠 杆菌 (E.coli)》 可 引起 多 种 疾 } 


My LH 


ChinaXiv 合 作 期 


通过 摄 入 益生 菌 可 平衡 动物 肠 道内 菌 群 结构 ， 通 过 研究 益生 菌 的 代谢 产物 [如 乳酸 链球 


(NisinD] 对 肠 道 微生物 多 样 性 和 脂 代谢 的 影响 中, 可 以 帮助 人 们 深入 了 解 益 生 菌 的 代谢 产 


肠 道 菌 群 和 肥胖 症 的 影响 。 肥 胖 症 是 由 能 量 摄 入 和 代谢 不 平衡 所 引起 的 一 种 慢性 疾病 ， 


AB p] 


群 与 肥胖 存在 密切 的 相关 性 ， 


据 研究 发 现 ， 肠 道 微生物 群落 对 于 处 理 膳 食 


TERM, 金属 肽 酶 含 血小板 反应 重 白 1(ADAMTS1) 是 调控 脂肪 干细胞 分 化 成 脂肪 细胞 


脂 饮食 以 及 糖 皮质 激素 类 药物 会 下 调 ADAMTSI 的 分 沁 ， 最 终 导致 脂肪 的 


再 的 发 生 ， 如 腹泻 及 败血症 等 9。 


BORTE E. coli O1 是 犊 牛 腹泻 病 最 常见 的 病原 菌 之 一 中。 目前 ， 抗 生 素 广泛 应 用 于 治疗 人 类 


及 家 


畜 腹 泻 病 ， 而 抗生素 的 滥用 使 细 


腹泻 


肠 、 


Fe Nisin 这 类 益生 菌 代谢 产物 对 肠 道 菌 群 和 脂 代 谢 的 影响 莫 定 基础 。 


1 


1.1 


ESS 


模型 ， 然 后 对 腹泻 小 鼠 治 骨 Nisin, WEF Nisin 对 腹泻 小 鼠 盲 肠 菌 群 结构 以 及 血清 、 


材料 与 方法 


试验 材料 


回肠 与 脑 组 织 中 ADAMTS1、 总 胆 


菌 耐 药性 


ASKER, Nisin 对 家 畜 脂 代谢 十 分 重要 


fH AO, JEF 


2b. Nisin 在 治疗 小 鼠 腹泻 方 


[1。 本 试验 通过 致 病 性 E.coli Oi 构建 小 鼠 


Hi 


固 醇 〈TC) 和 胰岛 素 (INS ) 含量 的 影响 ， 以 期 为 研 


受 试 菌 : 牛 源 致 病 性 E.coli Oi fll Nisin 均 由 内 蒙古 农业 大 学 动物 生产 学 实验 室 从 奶牛 直 


样 中 分 离 提取 纯化 D31。 


抗生素 : SUKTPEX (ampicillin) 


购 自 葵花 药 业 集团 湖北 武当 有 限 公司 ; 盐酸 环 丙 沙 星 


(ciprofloxacin〉 购 自 吉林 省 百年 六 福 堂 药 业 有 限 公 司 。 


1.2 


试验 动物 


l 


HO 


C— 
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7 一 9 周 龄 无 特定 病原 体 (SPF) Zt SR. MEMES 4 1/2， 体 重 (20+2) g， 购 自 内 蒙古 医科 


大 学 实验 动物 中 心 。 小 鼠 饲养 在 恒定 温度 [ 22-2) 'C] 和 湿度 [ (5545) %] 的 环境 中 ， 饲 
IR SPF 级 饲料 04。 
1.3 ”试验 方法 
1.3.1 试验 分 组 及 给 药方 案 

选择 7 一 9 周 龄 SPF 级 50 只 小 鼠 〈 雌 雄 各 占 /2)， 随 机 分 成 5 组 ,分别 为 空白 对 照 组 、 
阴性 对 照 组 、 环 丙 沙 星 组 、 氨 茶 青 霉 素 组 及 Nisin 组 。 除 空白 对 照 组 腹腔 注射 灭 菌 生理 盐水 
(0.2 mL/ 只 ) 外 , 其 余 各 组 小 鼠 均 连续 3 d WEE BO ME E.coli Oi ki (2.50x10!! CFU/mL ) 


0.2 mL/ 只 构建 小 鼠 腹泻 模型 05。 连 续 注 射 3 d 后 ， 各 组 小 鼠 灌 服 对 应 试验 药品 〈 给 药方 案 见 


表 1)， 连 续 灌 服 15d, 2 次 /d (08:00、16:00)， 每 次 0.3 mL， 在 第 15 RE 2h 后 对 小 鼠 


WAT PERS 


Tut 
o 


表 1 试验 分 组 情况 及 给 药方 案 


Table 1 xperimental grouping and dosing regimen 


组 别 Groups 小 鼠 Mice/ 只 给 药方 案 Drug administration 


TT 


空白 对 照 组 Blank control group 10 连续 灌 服 灭 菌 生理 盐水 15 d，2 次 /d， 每 次 每 只 0.3 mL 


TT 


阴性 对 照 组 Negative control group 10 连续 灌 服 灭 菌 生理 盐水 15d, 2 次 /d4， 每 次 每 只 0.3 mL 


连续 灌 服 环 丙 沙 星 〈0.13 g/mL) 0515 d, 2 次 /d， 每 次 每 


环 丙 沙 星 组 Ciprofloxacin group 10 


A 0.3 mL 


ERRERA REER (0.001 g/mL) "15d, 2 次 /d， 每 次 


氮 革 青霉素 组 Ampicillin group 10 

每 只 0.3 mL 

连续 灌 服 Nisin (0.002 g/mL) 0915 d, 2 次 /d， 每 次 每 只 
Nisin 组 Nisin group 10 


0.3 mL 


每 只 动物 单 次 所 用 药 量 需 用 0.3 mL 蒸馏 水 配合 灌 服 。 


The dose of each animal used a single dose of 0.3 mL of distilled water in conjunction with 
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1.3.2 样品 采集 
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在 试验 期 间 每 天 称 小 鼠 体 重 ， 在 第 15 天 灌 骨 2p 后 ， 每 组 取 7 只 小 鼠 ， 脱 白 处 死 ， 通 


过 眼眶 采血 ， 分 离 血清 并 保存 ; 在 无 菌 操作 台中 对 每 只 小 鼠 进 行 消毒 处 理 后 ,打开 小 鼠 腹 腔 


分 别称 取 0.5 g 言 肠 内 容 物 以 及 空肠 .回肠 和 脑 组 织 并 迅速 置 于 无 菌 无 酶 的 2.5 mL 离心 管 中 ， 


然后 放 入 -80 超低温 冰箱 保存 备用 。 


1.3.3 指标 测定 


将 空肠 、 回 肠 与 脑 组 织 进行 研磨 后 , 分 别称 取 0.1 g 各 加 900 pL 的 磷酸 盐 缓 冲 液 (PBS )， 


ee 


T 


T 
= 


备 成 组 织 匀 浆液 ， 混 匀 并 离心 保留 上 清 液 ， 放 入 -80 超低温 冰箱 保存 备用 。 对 血清 、 空 


肠 、 回 肠 及 脑 组 织 采用 酶 联 和 免疫 吸附 测定 (ELISA) 法 检测 ADAMTS1、TC 和 INS 的 含量 ， 


按照 说 明 书 操作 ， 试 剂 盒 均 购 自 北京 诚 林 生物 科技 有 限 公 司 。 
将 装 有 盲肠 内 容 物 的 离心 管 放 入 干冰 中 送 往 北 京 诺 禾 致 源 生物 信息 科技 有 限 公司 , 对 细 


341F(S’-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’), 805R(5’-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’)16r 


RNA V3 ~V4 区 进行 扩 增 测序 。 详 细 步 又 见 参考 文献 [17]。 利 月 


各 组 样本 序列 过 滤 后 ， 进 行 Alpha 多 样 性 及 


H barcode 区 分 样品 序列 ， 将 
菌 群 结构 分 析 ，Alpha 多 样 性 指数 包括 丰富 度 指 


数 (Chaol 指数 、ACE 指数 )、 多 样 性 指数 (Simpson 指数 、Shannon 1823). 78 m% (Coverage 


指数 )。 利 用 Mothur 软件 对 每 组 样品 的 操作 分 类 单元 (OTU) 进 行 聚 类 


品 的 丰 度 09。 


L4 数据 统计 


用 Excel 2016 处 理 数 据 ， 采 用 SAS 9.0 


为 有 显著 性 差异 ， 认 为 具有 统计 学 意义 。 


2 BREA 


2. Nisin 对 小 鼠 体重 的 影响 


统计 软件 对 数据 进行 单 


分 析 ， 其 代表 了 组 间 样 


因素 方差 分 析 ，P<0.05 


由 表 2 可 知 ,1~5 d 阶 段 ,Nisin 组 小 鼠 的 体重 显著 高 于 空白 对 照 组 和 阴性 对 照 组 (P<0.05)。 


在 6—10 d 阶段 ，Nisin 组 小 鼠 的 体重 显著 高 了 


其 他 各 组 (P<0.05)， 其 他 各 组 之 间 无 显著 差异 


90 
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101 


102 


103 


104 


105 


106 


(P>0.05). Æ 11—15 d 阶段 ，Nisin 2A 7) be FY As 3E Sj E en SPE RH A> ER 2H RU 


青霉素 组 (P<0.05)， 与 空白 对 照 组 差异 不 显著 (P>0.053)。 上 述 结果 说 明 Nisin 能 有 效 缓解 感染 


E.coli O1 对 小 鼠 体重 的 影响 。 


表 2 Nisin 对 小 鼠 不 同 阶段 体重 的 影响 


Table 2 Effects of Nisin on body weight at different stages of mice  g/ 


白 对 照 组 阴性 对 照 组 环 丙 沙 星 组 
时 间 AFERRA 乳酸 链球 菌 素 组 


Blank control Negative control Ciprofloxacin 


HY 


Time/d Ampicillin group Nisin group 
group group group 

1 一 3 26.94+1.19° 27.5441 .36° 28.1441.22% 28.3840.94% 29.3840.98* 

6~ 10 31.0242.51° 30.9941.18° 31.1141.69° 31.05+0.80° 33.22+1.74? 

11—15 35.05+0.50? 32.7240.65° 33.63+0.82> 33.90+0.86° 36.4140.523 


同行 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05)。 下 表 同 。 
Values in the same row with different lower case letter superscripts are significantly different 


(P<0.05) The same as below. 


2.2 Nisin 对 小 鼠 血 清 、 空 肠 、 回 肠 与 脑 组 织 中 ADAMTS1 含量 的 影响 


ue 


A^ 


由 表 3 可 知 ， 在 血清 中 ，Nisin 组 小 鼠 ADAMTSI 的 含量 显著 低 于 空白 对 照 组 和 阴性 对 


照 组 (P<0.05); 在 空肠 中 ，Nisin 组 小 鼠 ADAMTSI 的 含量 显著 低 于 阴性 对 照 组 (P<<0.05)， 


显著 高 于 环 丙 沙 星 组 和 毛茶 青霉素 组 (P<0.03); 在 回肠 中 ，Nisin 组 小 鼠 ADAMTSI 的 含量 


cL 
Th 
H 


显著 低 于 其 他 各 组 (P<0.05); 在 脑 组 织 中 ，Nisin ZH/ BR ADAMTSI 的 含量 显著 低 


照 组 和 阴性 对 照 组 (PC<0.05)， 显 著 高 于 环 丙 沙 星 组 (P<<0.05)。 


< 


表 3 Nisin 对 小 鼠 血 清 、 空 肠 、 回 肠 与 脑 组 织 中 ADAMTS1 含量 的 影响 


Table3 Effects of Nisin on ADAMTS1 concentration in serum, jejunum, ileum and brain tissue 


of mice 
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空白 对 照 组 阴性 对 照 组 环 丙 沙 星 组 


BN BR AL 乳酸 链球 菌 素 组 


项 目 Items Blank control ^ Negative control Ciprofloxacin 
Ampicillin group Nisin group 
group group group 
清 Serum/ 
19.11+1.67# 20.48+1.56* 17.3143.75> 16.20+1.79° 16.94£1.86> 
(ng/mL ) 
空肠 Jejunum/ 
18.75+1.87% 22.0442.25* 17.1342.30° 13.17+6.71¢ 19.04+1.33° 
(ng/g) 
可 肠 Heum/ (ng/g) 18.9642.55* 19.09+8.05* 15.22+7.20° 15.16+4.78° 13.07+5.43° 
向 组 织 Brain tissue/ 
20.88+43.14* 20.28 士 1.19a 15.62+5.74° 18.77+£1.81° 18.26+4.93> 


(ng/g) 


107 23 Nisin 对 小 鼠 血 清 、 空 肠 、 回 肠 与 脑 组 织 中 TC 含量 的 影响 


108 由 表 4 可知， 在 血清 中 ，Nisin 组 TC NA St SERA. AY BAM ARSE 


ae. 


A 


109 ” 素 组 ， 低 于 空白 对 照 组 ,但 差异 均 未 达 显 著 水 平 (P>0.05); 在 空肠 中 ，Nisin 组 TC 的 含量 与 


H 


肠 中 ，Nisin 组 TC 的 


110 ”空白 对 照 组 差异 不 显著 (P>0.05), 但 显著 高 于 其 他 各 组 (P 二 0.05); 在 


11 ， 含量 显著 高 于 环 丙 沙 星 组 (P<<0.03); 在 脑 组 织 中 ，Nisin 组 TC 的 含量 显著 低 于 氨 葵 青霉素 


112 ”组 (P<0.05)， 显 著 高 于 其 他 各 组 (P<0.05)。 


113 表 4 Nisin 对 小 鼠 血 清 、 空 肠 、 回 肠 与 脑 组 织 中 TC 含量 的 影响 
114 Table 4 Effects of Nisin on TC content in serum, jejunum, ileum and brain tissue of mice 


空白 对 照 组 阴性 对 照 组 环 丙 沙 星 组 


LESE 乳酸 链球 菌 素 组 


项 目 Items Blank control Negative control Ciprofloxacin 
Ampicillin group Nisin group 
group group group 
血清 0.55+0.05° 
0.67-:0.06* 0.542:0.03^ 0.592-0.08^ 0.61+0.06* 


Serum/(nmol/mL) 


广 上 mVIi VA 4 
C AINAA IV —] 


空肠 Jejunum/(nmol/g) 0.65::0.05? 0.592-0.06^ 0.532-0.03** 0.47+0.15° 0.662:0.07? 
回肠 Ileum/(nmol/g) 0.51+0.11? 0.55+0.08? 0.44+0.13° 0.51+0.18? 0.56+0.212 
脑 组 织 Brain 0.74+0.434 

0.52+0.12°¢ 0.562:0.07* 0.53+0.16° 0.64+0.08° 
tissue/(nmol/g) 


115 24 Nisin 对 小 鼠 血 清 、 空 肠 、 回 肠 与 脑 组 织 中 INS. 含量 的 影响 


116 由 表 5 可知， 在 血清 中 , Nisin 组 和 空白 对 照 组 INS 的 含量 显著 高 于 其 他 各 组 (P<<0.05)， 


=, 


117 HUW Nisin 组 的 含量 最 Jr. AKER INS 的 含量 显著 低 于 其 他 各 组 (P<<0.09)， 


a 
m 
LN 


118 ”阴性 对 照 组 INS 的 含量 显著 高 于 其 他 各 组 (P 二 0.05); 在 回肠 中 ， 空 白 对 照 组 INS 的 含量 显 


119 ”车 高 于 其 他 各 组 (P=0.05)，Nisin 组 INS 的 含量 显著 低 于 其 他 各 组 (P 二 0.05); 在 脑 组 织 中 ， 
120 ”空白 对 照 组 中 INS 的 含量 显著 高 于 其 他 各 组 (P<0.053)， 环 两 沙 星 组 的 INS 含量 显著 低 于 其 


121 ”他 各 组 (P<<0.05)。 


122 表 5 Nisin 对 小 鼠 血 清 、 空 肠 、 回 肠 与 脑 组 织 中 INS 含量 的 影响 
123 Table 5 Effects of Nisin on TC content in serum, jejunum, ileum and brain tissue of mice 


空白 对 照 组 阴性 对 照 组 环 丙 沙 星 组 


BN RAL 乳酸 链球 菌 素 组 


项 目 Items Blank control Negative control Ciprofloxacin 
Ampicillin group Nisin group 
7 group group group 
血清 Serum/ 5.38+0.41° 
5.94+0.29* 5.20+0.11° 5.34+0.56> 6.05+0.58* 
(mIU/L) 
空肠 Jejunum/ 5.03+1.00° 
6.10+0.13° 6.62+0.61? 6.13+0.37° 6.234:0.28^ 
(mIU/mg) 
可 肠 Teum/ 5.4942.25° 
6.28+1.12* 5.514£1.74° 5.05+2.09° 3.91+2.304 
CmIU/mg ) 


脑 组 织 Brain 7.17+40.29 6.49+1.55° 5.29+1.91° 6.44+0.81° 6.51+0.20° 


tissue/ (mIU/mg) 


124 2.5 Nisin 对 小 鼠 盲 肠 菌 群 多 样 性 的 影响 
125 表 6 各 组 小 鼠 言 肠 内 容 物 中 菌 群 OTU 数量 及 Alpha 多 样 性 指数 
120 Table 6 OTU number and Alpha diversity indices of microflora in caecum content of mice in 
127 groups 

空白 对 照 组 阴性 对 照 组 环 丙 沙 星 组 

ARG vid 乳酸 链球 菌 素 组 
项 目 Items Blank control Negative control Ciprofloxacin 
Ampicillin group Nisin group 
group group group 

OTU 数量 OUT number 1 652.75? 1 227.75* 1 275.50* 930.008 1 507.75» 
ACE 指数 ACE index 1 950.478 969.54* 1571.13 1 117.714 1 417.25* 
Chaol 指数 Chaol index 1905.61 340.29* 1 536.16? 1 087.814 1 378.45* 
Shannon 指数 Shannon index 7.138 6.63° 6.91? 6.47° 7.568 
Simpson 指数 Simpson index 0.008 1° 0.017 4? 0.001 9° 0.005 7° 0.003 34 
Coverage 指数 Coverage index 0.970 7 0.971 1 0.977 3 0.9744 0.975 0 
128 X 6 可 知 ,在 各 组 盲肠 内 容 物 样 品 中 , 菌 群 OTU 数量 最 多 的 是 空白 对 照 组 (1 652.75), 
129 ”其 次 是 Nisin 组 (1 507.75)， 最 小 是 氨 共 青霉素 组 〈930.0)， 说 明 Nisin 组 和 空白 对 照 组 盲 


130 上 肠 中 菌 群 丰 度 很 高 ， 并 且 各 组 间 存 在 差异 。 在 育 肠 内 容 物 样品 中 ，Nisin 组 的 菌 群 Alpha 多 


131 ” 样 性 指数 中 的 ACE 指数 (1 417.25), Chaol 指数 (1 378.45) 和 Shannon 指数 〈7.56) 均 显著 


132 ”高 于 阴性 对 照 组 (ACE 指数 为 969.54，Chaol 指数 为 340.29，Shannon 指数 为 6.63), Simpson 


133 ”指数 (0.00830 显著 低 于 阴性 对 照 组 (0.0174)。 这 表明 Nisin ZA) ik HP BA 


134 ”于 阴性 对 照 组 。Nisin 组 Shannon 指数 在 5 个 组 


135 ”水 平 ,说 明 Nisin 组 小 鼠 盲 肠 菌 群 多 样 性 在 5 个 组 中 处 在 较 高 水 平 。 各 旨 


! 最 大 ，Simpson 指数 在 5 个 组 


多 样 性 高 


! 处 在 较 低 


136 ”Coverage 指数 均 在 9.7 以 上 ， 因 此 ， 样 品 测序 质量 较 高 ， 未 被 检测 到 的 可 能 性 极 低 。 


盲肠 内 容 物 菌 群 的 
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155 


利用 Mothur 4x4 


V4 区 测序 ， 根 据 物种 注释 结果 ， 各 组 在 门 水 平 上 的 物种 相对 丰 度 见 图 1。Nisin 组 中 疣 微 菌 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


F 对 各 组 样品 进行 注释 。 通 过 对 各 组 间 小 鼠 盲 肠 内 容 物 的 16S rRNA V3 — 


门 (Verrucomicrobia)、\ 蓝 细菌 门 (Cyanobacteria)、 拟 杆菌 门 (Bacteroidetes) 及 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) 


为 优势 菌 门 。 阴 性 对 照 组 中 放 线 菌 门 (Actinobacteria)、 芽 单 胞 


形 菌 门 (Proteobacteria) 及 拟 杆 菌 门 为 优势 菌 门 。 坏 丙 沙 


菌 门 (Gemmatimonadetes)、 变 


星 组 中 厚 壁 菌 门 、 放 线 菌 门 、 纤 线 杆 


菌 纲 (Ktedonobacteria) (未 定 门 ) 及 Coriobacteriia( 未 定 门 ) 为 优势 菌 门 。 氨 茶 青 霉 素 组 中 脱 铁 


杆菌 门 (Deferribacteres) 及 厚 壁 菌 门 为 优势 菌 


Saccharibacteria 为 优势 菌 门 。 


AMPG: 


7 


ZACN 月 每 


盐酸 环 丙 沙 星 


Thermoleophilia 
Alphaproteobacteria 
Gammaproteobacteria 


Dehalococcoidia 
Sphingobacteriia 
acili 


| 


LENA T 


unidentified Actinobacteria 
Erysipelotrichia 


Holophagae 
Nitrospira 

OPB35 soil group 
unidentified Acidobacteria 


B-5 


ML635J-21 

Melainabacteria 

Bacteroidetes vadinHA17 

Negativicutes 

unidentified Spirochaetes 

/ |Epsilonproteobacteria 
identified Saccharibacteria 

Ignavibacteria 

Clostridia 


—— |unidentified Gemmatimonadetes B 1.5 Phylum 
S085 


门 。 空 白 对 照 组 中 拟 杆 菌 门 、 厚 壁 菌 门 及 


|_| Cyanobacteria 
Deferribacteres 
Firmicutes 
Gemmatimonadetes 
Nitrospirae 
Proteobacteria 


| Verrucomicrobia 


素 组 ampicillin group; BCG: 空白 对 照 组 blank control group; CIPG: 


组 ciprofloxacin group; NCG: 阴性 对 照 组 negative control group; NIG: 乳酸 


链球 菌 素 组 Nisin group. 


图 1 


Fig.1 


2.6 Nisin Xf / B8, Et I ba HP Pd I DH] ZI 


5 组 盲肠 内 容 物 样品 中 在 门 水 平 上 排名 靠 前 的 4 种 菌 群 所 


各 组 物种 相对 丰 度 聚 类 图 


Cluster of relative abundances of species in groups 


占 比 例 见 表 7. Nisin 组 中 厚 壁 


菌 门 所 占 比例 显著 高 于 其 他 各 组 (P<0.05), 拟 杆菌 门 所 占 比例 显著 低 于 其 他 各 组 (P=<0.05)。 


这 说 明 Nisin 


表 7 


9 利于 增加 小 鼠 育 肠 中 厚 壁 杆菌 门 的 数量 ， 降 低 拟 杆菌 门 的 数量 。 


在 门 水 平 上 各 组 小 鼠 盲 肠 内 容 物 中 菌 群 构成 
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Table7 Microflora composition in caecum content of mice in groups at phylum level % 


it 


3 W 


动物 肠 道 内 生存 着 大 量 的 细菌 ， 


致 病菌 〈 如 大 肠 杆 菌 


摄 入 


作用 ， 调 整 


植 肠 道 


过 多 的 食物 后 体内 脂肪 开始 堆 


落 群 的 失衡 可 使 体重 、| 


菌 群 后 , 其 消耗 高 脂 


空白 对 照 组 

项 目 Items Blank control 
group 
ll] Bacteroidetes 41.66^ 
FE! J Firmicutes 43.48^ 
jl] Verrucomicrobia 1.154 
EI] Cyanobacteria 0.48* 


阴性 对 照 组 


Negative control 


group 


50.43 


33.634 


3.88» 


0.174 


等 ) 入 侵 和 定植 091。 


FRO, 


且 肠 道生 物 屏 障 中 的 微 生 态 


肠 道 菌 


环 丙 沙 星 组 ” 氮 茶 青霉素 组 
乳酸 链球 菌 素 组 
Ciprofloxacin Ampicillin 
Nisin group 
group group 
42.85° 50.67* 31.12* 
44.06^ 40.99* 46.15* 
7.15* 2.54* 4.81? 
0.73? 0.144 2.568 


TEE Vi TR 


i8 


高 糖 食物 的 量 显 


此 外 ， 肠 道 也 是 动物 吸收 营养 物质 的 重要 


系统 失衡 ,就 会 导致 大 量 


E 量 代谢 过 程 中 起 到 非常 重要 的 


化 能 力 ， 从 而 使 小 鼠 获 取 食物 能 量 的 能 力 加 强 2。 


乳酸 杆菌 


J 影响 机 制 还 未 清晰 ,但 抗生素 可 显 


物 肠 道中 存在 着 的 大 量 细 


小 鼠 , 在 摄食 量 未 增加 的 情况 下 ， 无 菌 小 鼠 的 体 脂 含 


省 ERE NI 


因子 的 含量 也 发 生 了 改变 ,i 


25], ADAMTSI 控制 脂肪 分 化 和 监管 脂肪 平衡 


的 信号 通路 和 相关 和 蛋 


正常 分 泥 ADAMTS 196271, 


白 的 表达 


— 


Pe] Hi 


这 些 改 变 也 许 是 因 


目前 ,对 小 


量 以 及 通过 高 


等 ) 数量 的 变化 是 肠 道 健康 的 重要 指标 31。 


车 增 加 ,1 


此 


肠 道内 致 病菌 和 益生 菌 


EA E 


糖水 平 显著 下 降 C0。 给 无 


Bai). BRE 


说 明 肠 道 


冰 群 可 显著 增强 小 鼠 的 消 


Yassour 等 249 认 为， 抗生素 对 肠 道 菌 群 


著 影 响 人 类 及 动物 肠 道 靖 群 的 多 样 性 。 


帮助 分 解难 以 消化 的 食物 。 把 正常 小 鼠 的 肠 道 菌 群 


著 增 加 ， 


为 肠 道 阔 群 


I] SEAT T PI. 


s Te 7g 


EPEE KIA 


究 主要 


通 量 检测 肠 


道 菌 群 的 结构 谱 来 进 


CU UBT Tal ~ 


同时 ， 人 类 及 动 


移植 给 无 菌 


同时 一 些 与 脂 代 谢 相 关 的 


主 对 食物 中 能 量 的 吸收 所 致 


研究 发 现 ， 成熟 的 脂肪 细胞 会 


过 检测 小 鼠 血 液 中 相关 因子 


TPI, RA 
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ChinaXiv& 


高 的 ADAMTSI ZERO js ELTE PAIRE HR OG fie EGET E 7] Bis BS Hs UI A il BE 7] P0301 


ADAMTS1 能 够 阻止 糖 皮 质 诱导 的 脂肪 分 


的 含量 可 导致 小 鼠 脂 肪 组 织 重量 增加 、INS BURR PEE E t EINE EL, 这 一 


在 肥胖 小 鼠 中 的 表达 下 调 及 4D4MTS1 的 


果 相 一 致 5 并。 肥胖 党 


的 INS 使 食欲 增加 ， 加 重 胆固醇 代谢 麻 乱 ， 促 进 肥胖 加 重 BI。 研 究 发现 ， 食 用 含 乳 酸 球菌 


食物 后 ， 人 体 血 液 中 高 密度 脂 和 蛋白 的 含量 显著 升 高 沟 ， 但 是 食用 含 乳酸 杆菌 食物 后 ， 
血液 中 高 密度 脂 蛋 白 的 含量 显著 降低 63。 在 饲 粮 中 添加 微生物 菌 种 可 提高 猪 的 生产 性 


导致 脂 代谢 紊乱 ， 其 机 制 是 由 


化 BU 而 


表 


自身 免疫 力 ， 在 改善 营养 物质 代谢 等 方面 效果 显著 B9。 


为 潜在 的 益生 菌 B7。 


血清 中 TC 的 含量 ， 


降低 患 心 脑 血 管 病 的 危险 的 作用 B34， 同 


从 而 达到 改善 小 鼠 肠 道 


时 ，Nisin 8 


谢 合成 具有 重要 意义 ， 这 一 结果 与 Xu 


壁 菌 门 相对 丰 度 的 改变 存在 关系 ,饮食 治 


厚 壁 菌 门 数量 减少 的 现象 P5]。 
本 研究 中 , 与 阴性 对 照 组 相 比 ,Nisin P 


含量 显著 降低 ， 血 清 、 


于 内 脏 脂肪 堆 


疗 前 ， 肥胖 者 与 


饮食 治疗 后 ， 肥 胖 者 


可 使 小 鼠 血 清 、4 


积 ， 促 进 糖 异 生 ， 高 


菌 群 结果 及 脂 代 谢 率 乱 的 效果 ， 
BEA IRE P INS 的 含量 ， 
等 的 所 得 结果 一 致 。 研 究 发 现 ， 肥 胖 


no 


i 条 者 比较 ， 其 肠 道 中 拟 杆 菌 


空肠 、 回 肠 和 脑 组 织 


体重 增加 ; Nisin 


E ZS BRL ER A AYP ERE 


空肠 和 脑 组 织 中 TC 的 含量 增加 ， 回 肠 中 INS 的 含 
菌 门 的 数量 增加 , 拟 杆 


MES ZHZHrP ADAMTSI 
发 现 与 ADAMTSI 


达 量 与 人 体 的 身体 质量 指数 (BMD 呈 负 相关 的 结 


人 体 


乳酸 发 酵 的 乳酸 乳 球菌 最 近 被 评估 


本 试验 中 ， 益 生 菌 的 代谢 产物 Nisin 能 缓解 小 鼠 体重 的 增加 ， 降 低 小 鼠 
这 说 明 Nisin 有 
对 调节 脂 代 


与 拟 杆菌 门 及 厚 


门 的 


上 现 了 肠 道 中 拟 杆菌 门 数量 增加 、 


1 ADAMTSI 
量 降低 , 导致 小 FR. 
菌 门 的 数量 降低 , 说 明 Nisin 


可 调节 小 鼠 盲 肠 菌 群 构成 ; Nisin 使 小 鼠 盲 肠 内 容 物 菌 群 的 ACE、Chaol1、Shannon 指数 显著 


增加 ，Simpson 指数 显著 降低 ， 说 明 Nisin 可 提 


fey /) BA S 


E 


小 鼠 盲 肠 内 容 物 菌 群 的 ACE、Chaol、Shannon 指数 最 低 较 空 


指数 较 空 
PERL 
综 上 所 i 


性 显著 降低 ， 这 


白 对 照 组 显著 升 高 ， 说 明 E. coli Oi 可 破坏 小 鼠 肠 道 
结果 与 李 艺 等 和 所 得 结果 相似 。 


述 ， 一 方面 ，Nisin 通 


过 降低 


青 、 空 肠 、 回 肠 和 脑 组 织 


} 


1 ADAMTSI 的 含 


平衡 ， 使 小 鼠 


性 。 此 外 ， 阴 性 对 照 组 
白 对 照 组 显著 降低 ，Simpson 
首 微生物 的 动态 3 


量 和 


作 期 刊 


197 ”回肠 中 INS 的 含量 ， 增 加 血清 、 空 肠 和 脑 组 织 中 TC 的 含量 ， 使 小 鼠 体 如 
198 Nisin 通过 增加 小 鼠 肠 道内 容 物 中 菌 群 的 多 样 性 ， 增 加 厚 壁 菌 门 和 蓝 细菌 门 的 数量 ， 降 低 拟 
199 ”杆菌 门 的 数量 ， 调 整 盲肠 苗 群 结构 。 可 见 ，Nisin 很 可 能 是 通过 改变 小 鼠 肠 道 固有 菌 群 结构 
200 ”使 小 鼠 体 重 及 激素 分 泌 发 生变 化 。 


n 
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证 
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过 
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S 


20 4 «2 论 


202 Nisin 可 提高 盲肠 菌 群 多 样 性 ， 降 低 血清 、 回 肠 和 脑 组 织 中 ADAMTS1 的 含量 和 回肠 中 


H 


200 INS 的 含量 ， 增 加 血清 、 空 肠 和 脑 组 织 中 TC 的 含量 ， 从 而 影响 腹泻 小 鼠 盲 肠 菌 群 结构 及 脂 


204 ”代谢 。 
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(1. College of Animal Science, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot 010018, China; 2. 
College of Veterinary, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot 010018, China) 
Abstract: The aim of this study was to investigate the effects of Nisin on cecal microflora structure 
and lipid metabolism of mice with diarrhea. Fifty 7 to 9 weeks old specific pathogen free (SPF) 
mice (half male and half female) were randomly divided into five groups: blank control group, 
negative control group, ciprofloxacin group, ampicillin group and Nisin group. The mice in 
negative control group, ciprofloxacin group, ampicillin group and Nisin group were 
intraperitoneally injected with pathogenic Escherichia coli suspension (2.50x10!! CFU/mL) at the 
dose of 0.2 mL per mouse for successive 3 days to establish the diarrheal model, and the mice in 
blank control group were intraperitoneally injected with equivalent sterrilled normal saline. After 
injection 3 days, the mice in blank control group and negative control group were given sterrilled 
normal saline by gavage, and the mice in other groups were given correspondent substances by 
gavage for 15 days, the dose of 0.3 mL each time, twice times a day. Samples were collected after 
2 h administration on day15, the microflora structure of caecum content was analyzed by high 
throughput sequencing technology, and the contents of a disintegrin and metalloproteinase with 
thrombospondin (ADAMTSI), total cholesterol (TC) and insulin (INS) in serum, jejunum, ileum 
and brain tissue were measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method. The 
results showed as follows: compared with the negative control group, Nisin could significantly 
decrease the ADAMTSI content in serum, ileum and brain tissue and the INS content in ileum 
(P«0.05), significantly increase the TC content in serum, jejunum and brain tissue (P«0.05), and 
significantly increase the body weight of mice in each stage (P«0.05). The caecal microflora 


richness (ACE index=2 469.54, Chaol index=3 340.29) and diversity (Shannon index=7.56) of 
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mice in Nisin group were the highest, and those in negative control group were the lowest. 
Verrucomicrobia, Cyanobacteria, Bacteroidetes and Firmicutes were dominant phylums in Nisin 
group, and Actinobacteria, Gemmatimonadetes and Proteobacteria were dominant phylums in 
negative control group. The results indicate that Nisin can enhance the diversity of caecal 
microflora, decrease the decrease the ADAMTSI content in serum, ileum and brain tissue and the 
INS content in ileum, increase the TC content in serum, jejunum and brain tissue, and then affect 
the cecal microflora structure and lipid metabolism of mice with diarrhea. 


Key words: Nisin; intestinal microbiota; brain-intestine; ADAMTS 1; high-throughput sequencing 


